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研究成果の概要（和文）：本研究では、小胞体ストレス誘導性脂肪組織恒常性破綻の分子機構を

抗酸化酵素である SOD アイソザイムに着目し検討した結果、SOD アイソザイムの内で細胞外

局在型のSODアイソザイムであるSODのみその発現量が減少することを明らかにした。また、

EC-SOD 発現調節機構に小胞体ストレス応答因子である eIF2αの関与が示唆された。以上の結

果から、EC-SOD 発現量を制御することはメタボリック症候群の予防・改善に繋がると考えら

れた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the expression of EC-SOD in 3T3-L1 
adipocytes during ER stress conditions to explore the drug for metabolic disorders. We 
confirmed the reduction of EC-SOD by ER stress, but not of other SOD isozymes. Moreover, 
we speculated that the expression of EC-SOD was regulated by eIF2α signaling cascades. 
Overall, we suggested that the regulation of EC-SOD during ER stress conditions might 
lead to improve metabolic disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
 

メタボリック症候群は、内臓脂肪型肥満を
基盤とする症候群であり、我が国における対
象者は約 940 万人とも言われ、死亡原因の第
2 位である心血管系疾患発症の重大なリスク
ファクターであることから、その予防・改善
に向けて、平成 20 年 4 月の特定健診の開始
など社会的に対策が進められている。近年、
肥満様病態が小胞体ストレスを誘導し、それ

がインスリン抵抗性、2 型糖尿病を介するメ
タボリックドミノ連鎖反応の原因になって
いる可能性が報告され、小胞体ストレス制御
をメタボリック症候群予防・改善の標的とし
た研究が世界的に進められている。小胞体ス
トレスの主たる誘因として、酸化ストレスや
慢性炎症が挙げられ、肥満様病態下における
炎症性及び抗炎症性因子、酸化ストレス産生
系に関する多くの研究があるのに対して、酸
化ストレス防御系、特に細胞外の酸化ストレ



ス防御系に関する研究はほとんどされてい
ない。事実、肥満様病態並びに心血管系疾患
時においては、細胞内のみならず細胞外へも
多量の活性酸素種（ROS）が産生され、病態
増悪への関与が指摘されている。従って、細
胞内と同様に細胞外レドックス状態の把握
並びにそれを制御することは、メタボリック
症候群の予防・改善に重要であると考えられ
る。 

 
２．研究の目的 

 
本研究の目的は、新規メタボリック症候群

改善薬の探索である。そのためには、小胞体
ストレス下における脂肪細胞機能制御因子
の発現の変動とその機序の解明が必要であ
る と 考 え 、 extracellular-superoxide 
dismutase（EC-SOD）などの酸化ストレス防
御酵素並びにアディポネクチンなどのアデ
ィポカイン類の発現変動とその制御機構の
詳細を検討する。 
 
３．研究の方法 

 
（1） 細胞培養 

マウス前駆脂肪細胞（3T3-L1 細胞）は 4 mM 
L-グルタミン、100 unit/mL ペニシリン、0.1 
mg/mL ストレプトマイシン、10% 仔ウシ血清
（CS）を含む DMEM を用いて 37°C、5% CO2条
件下で培養した。脂肪細胞への分化誘導は細
胞がコンフルエントになった後、培地を 4 mM 
L-グルタミン、100 unit/mL ペニシリン、0.1 
mg/mL ストレプトマイシン、10% ウシ胎児血
清（FCS）を含む DMEM に置換し、2 日後に 5 
μg/mL インスリン、1 μM デキサメタゾン（DEX）、
1 M 3-イソブチル-1-メチルキサンチン
（IBMX）、10% FCS を含む DMEM に交換して 2
日間培養し、次いで 5 μg/mL インスリン、10% 
FCSを含むDMEMにて2日間培養することで行
った。その後は、10% FCS を含む DMEM を 1 日
おきに交換し、分化誘導 8日目の細胞を実験
に用いた。分化誘導後に、種々の濃度の小胞
体ストレス誘導剤（タプシガルギン、ツニカ
マイシン）にて 24 時間まで処理し、種々の
実験を行った。細胞内カルシウムキレーター
である BAPTA-AM は小胞体ストレス負荷の 30
分前、 eukariotic initiating factor 2α 
（ eIF2α）の脱リン酸化阻害剤である
salubrinalは小胞体ストレス負荷1時間前に
前処理を行った。 
 
（2） mRNA 発現量の測定 

小胞体ストレス負荷後の細胞から、トリゾ
ール試薬を用いて総 RNA の抽出及び cDNA の
合成を行った。調製した cDNA を用いて、SOD
アイソザイム、アディポネクチン、各種転写
因子及び炎症性サイトカイン、小胞体ストレ

ス マ ー カ ー で あ る glucose-regulated 
protein 78 kDa （GRP78）およびX-box binding 
protein-1（XBP-1）の mRNA 発現量を RT-PCR
法にて測定した。 
 
（3） タンパク質発現量の測定 

小胞体ストレス負荷後の細胞から、総タン
パク質の抽出を行い、ウエスタンブロット法
に て 、 CCAAT enhancer-binding protein 
homologous protein （ CHOP ）、 activating 
transcriptional factor 6（ATF6）およびリ
ン酸化 eIF2α発現量を測定した。 
 
４．研究成果 

 
（1） 小胞体ストレス下の 3T3-L1 細胞にお
ける酸化ストレス防御酵素並びにアディポ
カイン類の mRNA 発現変動 

タプシガルギン添加法にて 3T3-L1 細胞を
処理したところ、小胞体ストレスマーカーで
ある GRP78 mRNA および CHOP タンパク質発現
量の増大が認められた（図 1）。また、タプシ
ガルギンの濃度（A）及び処理時間依存的（B）
に EC-SOD mRNA 発現量は減少したが、他の SOD
アイソザイム （Cu,Zn-SOD 及び Mn-SOD） の
mRNA発現量に変化は認められなかった（図 2）。
また、アディポネクチン並びにアディポカイ
ン類の発現量を調節する転写因子である
peroxisome proliferator activated 
receptor-γ （PPAR-γ） 及び C/EBP-αの mRNA
発現量も EC-SOD発現量と同様に減少した（図
3）。一方、炎症性のアディポカインである
tumor necrosis factor-α （TNF-α） 及び
monocyte chemotactic protein-1 （MCP-1） 
の mRNA 発現量は一過性ではあったが有意に
増大した（図 4）。他の小胞体ストレス誘導剤 
（ツニカマイシン） 添加によっても同様の
結果が起こるか否かを検討したところ、ツニ
カマイシン処理した場合においては、EC-SOD 
mRNA発現量に変化は認められなかった（図 5）。
これらの結果から、タプシガルギン誘導性の
小胞体ストレス下の 3T3-L1 細胞において、
レドックス恒常性が破綻している可能性が
示唆された。また、EC-SOD は小胞体ストレス
下において普遍的に発現調節を受けないと
考えられた。 
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図 1 タプシガルギン添加による（A）GRP78 
mRNA および（B）CHOP タンパク質発現変動 



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2 タプシガルギン添加によるSODアイソザ
イム mRNA 発現変動（A）タプシガルギンの濃
度および（B）タプシガルギン処理時間の影
響（** p<0.01 vs. タプシガルギン未処理細
胞） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 タプシガルギン添加によるアディポカ
イン mRNA 発現変動（A）タプシガルギンの濃
度および（B）タプシガルギン処理時間の影
響（** p<0.01 vs. タプシガルギン未処理細
胞） 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 タプシガルギン添加による炎症性因子
の mRNA 発現変動（** p<0.01 vs. タプシガ
ルギン未処理細胞） 
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図 5 タプシガルギン添加（Tg）およびツニカ
マイシン添加（Tu）による SOD アイソザイム
mRNA 発現変動（V; vehicle, ** p<0.01 vs. 
vehicle, ## p<0.01 vs. ツニカマイシン処
理細胞） 

 
（2）EC-SOD およびアディポネクチン発現調
節に及ぼす細胞内カルシウムの関与 

EC-SOD およびアディポネクチン発現調節
に及ぼす細胞内カルシウムの関与を、カルシ
ウムイオノフォアである A23187 を用いて検
討したところ、GRP78 mRNA 発現量の増大とと
もにアディポネクチン発現量の減少が認め
られたが、EC-SOD mRNA 発現量に変化は認め
られなかった（図 6）。 
 

1.5

1

0.5

0

Adiponectin

m
R

N
A

 (f
ol

d)

PPAR-γ
1.5

1

0.5

0

0 0.1 0.5 1
Dose (μM)

0 0.1 0.5 1
Dose (μM)

**

1.5

1

0.5

0

Adiponectin

m
R

N
A

 (f
ol

d)

PPAR-γ
1.5

1

0.5

0

0 6 12 24
Time (hour)

0 6 12 24
Time (hour)

**

C/EBP-α
1.5

1

0.5

0

0 0.1 0.5 1
Dose (μM)

C/EBP-α
2

1

0.5

0

0 6 12 24
Time (hour)

**
**

1.5

A

B

**

** ** **

** ** **

** ** **

**
**

**

1.5

1

0.5

0

EC-SOD
m

R
N

A
 (f

ol
d)

V A

GRP78
6

4

2

0

V A

Adiponectin
1.5

1

0.5

0

V A

**

**
 
 
 
 
 
 

図 6 カルシウムイオノフォア A23187 添加に
よる EC-SOD、アディポネクチンおよび GRP78 
mRNA 発現変動（V; vehicle, A; A23817, ** 
p<0.01 vs. vehicle） 
 

また、細胞内カルシウムキレーターである
BAPTA-AM を前処理した場合、タプシガルギン
処理によるアディポネクチン mRNA 発現量の
減少は有意に抑制されたが、EC-SOD mRNA 発
現量にその影響は認められなかった（図 7）。
これらの結果から、タプシガルギン処理細胞
において、アディポネクチン発現調節機構に
細胞内カルシウムの関与が示唆されたが、
EC-SOD 発現調節機構は細胞内カルシウムに
よる調節を受けていないと考えられた。 
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図 7 EC-SOD およびアディポネクチン mRNA 発
現に及ぼす細胞内カルシウムの関与（** 
p<0.01 vs. vehicle, ## p<0.01 vs. タプシ
ガルギン処理細胞） 
 



 （3） EC-SOD 発現調節に及ぼす小胞体ストレ
ス応答因子の関与 − Sal
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 小胞体ストレス応答因子に及ぼすタプシ

ガルギンとツニカマイシンの影響の違いを
検討したところ、小胞体ストレス応答因子で
ある ATF6 及び CHOP 発現量に関してはいずれ
の処理においても発現量の増大が認められ
たが、活性化 XBP-1 mRNA 及びリン酸化 eIF2α
の発現量はタプシガルギン処理の場合のみ
増大が認められた（図 6）。 
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図 8 ツニカマイシン処理（Tu）細胞における
salubrinal（Sal）の影響（A）リン酸化 eIF2α
の発現変動、（B）EC-SOD および MyD116 mRNA
発現変動（V; vehicle, ** p<0.01 vs. vehicle, 
## p<0.01 vs. ツニカマイシン処理細胞） 

 
図 6 小胞体ストレス応答因子の発現変動（A）
ATF6、（B）CHOP、（C）XBP-1、（D）リン酸化
eIF2α（V; vehicle, Tg; タプシガルギン, Tu; 
ツニカマイシン） 
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eIF2αの阻害剤である salubrinal で細胞

を前処理したところ、タプシガルギン処理に
よ る growth arrest- and DNA damage- 
inducible genes（MyD116） mRNA 発現量に変
化は認められなかったが、EC-SOD mRNA 発現
量の減少は増大した（図 7）。 

 
図 9 ツニカマイシン処理（Tu）細胞における
XBP-1 mRNA 発現に及ぼす Salubrinal（Sal）
の影響（V; vehicle） 
 

以上の結果から、小胞体ストレス下におけ
る脂肪細胞において、血管系の重要な酸化ス
トレス防御酵素である EC-SOD および抗炎症
活性を有するアディポネクチン発現量が減
少することがメタボリック症候群の発症や
増悪の一因になっていることが明らかとな
った。また、小胞体ストレス負荷の初期に認
められた TNF-αや MCP-1 などの向炎症性アデ
ィポサイトカインの発現増大もその一序と
なる可能性が明らかとなった。小胞体ストレ
ス応答因子の内で eIF2αに由来するシグナル
経路を阻害する化合物は、酸化ストレス防御
酵素の発現量を制御することで、メタボリッ
ク症候群の予防ならびに改善に繋がる可能
性が明らかとなった。 
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図 7 EC-SOD および MyD116 mRNA 発現に及ぼ
す Salburinal（Sal）の影響（Tg; タプシガ
ルギン, ** p<0.01 vs. vehicle, ## p<0.01 
vs. タプシガルギン処理細胞） 
 

 また、ツニカマイシン処理した細胞におい
ても、salubrinal で前処理することにより、
リン酸化 eIF2α発現量の増大並びに EC-SOD 
mRNA 発現量の減少が認められた（図 8）。次
に、salubrinal とツニカマイシンの共処理に
よる EC-SOD mRNA 発現減少に及ぼす XBP-1 の
関与を検討したところ、salubrinal の前処理
によっても活性化 XBP-1発現量の増大は認め
られなかった（図 9）。これらの結果から、小
胞体ストレス下の 3T3-L1 細胞において、
EC-SODはeIF2α由来シグナルにより調節され
ていると考えられた。 
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